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INTRODUCTION 


Au cours de ces derniéres années, des preuves de plus en plus 
nombreuses ont été apportées à la théorie qui avance que les gènes, 
constitués d’acide déoxyribonucléique (ADN), contrôlent la for- 
mation des protéines par l'intermédiaire de l’acide ribonucléique 
(ARN). Cette théorie exige que PARN soit formé dans les noyaux 
et déversé dans le cytoplasme où la synthèse des protéines a lieu. 
L'étude présentée ici se propose de décrire des expériences réalisées 
sur les Insectes, expériences qui confirment cette théorie. 

Dans mes travaux précédents, j'ai pu établir que PARN est 
produit dans les noyaux de Veurospora et ensuite transporté dans le 
cytoplasme (ZALOKAR 1960a). Or, les noyaux de Neurospora sont 
trop petits pour nous permettre de distinguer, par autoradiographie, 
si la formation de ARN est due aux chromosomes ou aux nucléoles 
ou aux deux. C’est pourquoi j’ai préféré m’adresser aux cellules 
des Insectes qui ont l’avantage d’avoir parfois de grands noyaux. 


1 Ce travail a été supporté par le United States Public Health Service 
research grant. USPHS-GM-08040 from the National Institute of General 
Medical Sciences. 
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permettant de distinguer facilement entre les chromosomes et les 
nucléoles. 

Dès les premiers travaux entrepris par autoradiographie sur les 
lieux d’incorporation des précurseurs radioactifs dans PARN, on 
peut observer que c’est le nucléole qui se charge le premier de 
radioactivité et demeure plus radioactif que le reste du noyau 
(voir discussion dans ZALOKAR 1961 et SiRLIN 1962). Ces observa- 
tions jettent aussitôt un doute sur l’origine chromosomique de 
PARN et prouvent que le nucléole doit jouer un rôle très important 
dans la formation de PARN. Selon certaines hypothèses (BONNER 
1959, Woops 1959), le nucléole rassemblerait l'ARN produit par 
les chromosomes et peut-être le transformerait en ribosomes, 
libérés ensuite dans le cytoplasme. D'autre part, les études sur la 
composition de PARN des nucléoles, des chromosomes et du cyto- 
plasme (VINCENT 1955) démontrent que PARN nucléolaire diffère 
de celui des chromosomes et ressemble plutôt à celui du cytoplasme. 
VINCENT et Barrus (1960) ont cru qu’une grande partie de PARN 
nucléolaire est PARN soluble (SARN), utilisé dans le transfert des 
acides aminés sur les ribosomes, mais, les expériences d’ EDSTRÖM 
(1960), indiquent que c’est plutôt PARN des ribosomes qui trouve 
son origine dans les nucléoles. Quoiqu'il en soit, la question se pose 
de savoir si les nucléoles peuvent produire PARN par eux-mêmes, 
sans l’aide de l'ADN nucléaire. 

Une deuxième question non encore résolue est celle de l’origine 
de PARN cytoplasmique. De nombreuses expériences démontrent 
que cet ARN est formé dans le noyau, mais 1l n’est pas certain que 
tout PARN cytoplasmique ait son origine dans le noyau ou qu’il 
y ait une formation indépendante de PARN dans le cytoplasme. 
A ce sujet les travaux les plus inquiétants sont ceux d’Harris 
(Harris, Warts 1962) qui continue à décrire des expériences 
concluant à une formation purement cytoplasmique de PARN. Il 
n’est pas facile de réfuter ces résultats et il nous faut continuer à 
chercher une méthode qui permettra de conclure, sans doute 
possible, sur l’origine de PARN cellulaire. 

Le problème de la formation de PARN est néanmoins plus 
compliqué qu’on ne le croyait au début et nous ne pouvons 
exclure la possibilité d’une réplique de PARN cytoplasmique ou 
tout au moins d’une formation cytoplasmique de PARN qui ne 
porte pas de spécificité génétique. Les expériences sur les Insectes 
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que nous allons décrire semblent confirmer l’origine nucléaire de 
PARN. 

La principale fonction de PARN est de produire des protéines. 
La question se pose de savoir si l'ARN est déjà fonctionnel dans le 
noyau ou seulement après l'avoir quitté. L’ARN produit dans le 
noyau et transporté dans le cytoplasme doit porter le code imprimé 
par les gènes pour produire des protéines spécifiques. Cet ARN 
est appelé le messager (nARN) et d’après des recherches conduites 
sur les bactéries il est très instable, disparaissant très rapidement 
du cytoplasme (Jacos, Monop 1961). Or, il est reconnu que dans 
beaucoup de cellules mARN ne peut pas étre instable. Tel est le cas 
d’érythroblastes qui perdent leur noyau et continuent leur pro- 
duction d’hémoglobine, sans avoir la possibilité de renouveler leur 
ARN. Mes expériences sur les Insectes prouveront aussi que mARN 
peut exister et fonctionner dans le cytoplasme pendant de longues 
périodes. 

Il semble nécessaire que mARN soit associé aux ribosomes pour 
pouvoir fonctionner dans la synthése des protéines. Est-il capable 
alors de fonctionner dans le noyau, dépourvu de l’ergastoplasme ? 
On a démontré que les noyaux isolés sont capables de produire des 
protéines (ALLFREY, Mirsky, Osawa 1957), ainsi donc certains 
messagers pourraient fonctionner dans les noyaux. On peut croire 
que pour la production des protéines le noyau posséde une structure 
spéciale, probablement le nucléole. SimARN peut fonctionner dans 
le noyau même, tout l'ARN devient-il actif avant de quitter le 
noyau? 

C’est par Pétude de la localisation de la formation des protéines 
dans les cellules des Insectes, au moyen de l’autoradiographie, 
que j'espère trouver une solution à ces problèmes. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Les insectes suivants furent utilisés pour les expériences: 
Drosophila melanogaster, Oregon wild, provenant des souches de 
l’Institut de Technologie de Californie, fut cultivé sur milieu asep- 
tique (à levure) selon Guyénor (1917). Musca domestica provenait 
de souches du Laboratoire d’Entomologie, Université de Cali- 
fornie, Riverside. Les mouches furent cultivées en milieu composé 
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de farine d’alfa-alfa et d’extrait de levure, selon la formule du 
Laboratoire de Riverside. Simulium vittatum provenait d’une popu- 
lation indigène que Je récoltais dans un ruisseau près de San Diego 
(Los Penasquitos Creek). Les pupes furent transportées dans le 
laboratoire et les moustiques nouvellement éclos furent utilisés 
pour les expériences. Blatella germanica fut cultivé stérilement 
(sans compter les endo-bactéries) en un milieu composé de « Purina 
Dog Chowder » (nourriture de chien) et de tubes remplis d’agar à 
1% (ces derniers pour satisfaire les besoins d’eau). La souche fut 
obtenue à partir de spécimens du Laboratoire de Yale University. 
Les chenilles de Malacosoma americana furent trouvées près de 
New Haven (Connecticut). Ce sont des chenilles processionaires qui 
construisent de grands nids en soie. Les specimens utilisés pour les 
expériences mesuraient à peu près 2 cm. Malacosoma sp. fut trouvée 
sur les buissons de Ceanothus dans des montagnes de la Sierra 
Nevada. Galleria melonella fut cultivée en un milieu composé de 
semoule (Farina), de sucre, de glycérine et de vitamines selon 
Durky, etc. (1962). Ces spécimens provenaient de la population 
trouvée dans la ruche d’un apiculteur de San Diego. 


TABLEAU I 


La composition du milieu minéral 
pour l’incubation des organes des Insectes 


Milieu pour mouches, 


blattes Milieu pour chenilles 


NaCl 500 mg 300 mg 
KCl 100 300 
MgCl,*6H,O 100 300 


MgSO,°7H,O 100 300 
CaCl, 50 | 50 
NaH,PO,-H,O 100 100 
Na,HPO, 100 100 
NaHCO, 10 10 
H,O 100 ml 100 ml 





Les organes des insectes qui devaient être incubés avec les 
précurseurs radioactifs, furent transplantés dans un milieu minéral, 
modifié d’après Wyarr (1956). Les milieux préparés pour les 
mouches et les blattes offraient une proportion plus grande en 
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“oude alors que ceux des chenilles étaient plus riches en potasse 
(tableau I). L’addition d’acides aminés ou d’un hydrolysat de 
caséine (Casamino acids de Difco) n’a pas donné de résultats 
supérieurs à ceux du milieu minéral pur. Aucun milieu n’existe qui 
permettrait la survie parfaite des organes pour des périodes pro- 
longées, mais le milieu utilisé était suffisant pour nos expériences 
qui durèrent quelques heures seulement. 

Le même milieu minéral fut utilisé pour les injections. Les injec- 
tions furent faites avec une micropipette en verre et la quantité 
injectée fut telle qu’elle occasionnait un gonflement visible de 
l'insecte injecté. Les mouches furent injectées entre les sterno- 
pleures de la première paire de pattes, les blattes entre les segments 
de l’abdomen et les chenilles dans leurs parapodes. 

Les précurseurs radioactifs furent dissous dans le milieu minéral. 
Les substances suivantes furent utilisées: Uridine H’, uniformément 
marqué, 640 mc/mmole, dans une solution contenant 40 ug/ml; 
Cytidine-H? 7810 mc/mmole; DL-Leucine-4,5-H? 3570 mc/mmole, 
47 ug/ml; Glycine-2-H?, 44.2 mc/mmole, 100 ug/ml. Toutes les sub- 
stances radioactives provenaient de la « New England Nuclear Corp.». 

Les résultats de Vincorporation des précurseurs radioactifs 
furent observés sur des coupes microscopiques, par autoradio- 
graphie. Les organes furent fixés par la méthode de « freeze-substi- 
tution» après congélation dans du propane liquide refroidi au 
moyen d’azote liquide. La substitution fut faite dans une solution 
contenant 5% d'acide trichloracétique dans de l’alcool absolu. 
refroidie à la neige carbonique. A la fin de la substitution, les pièces 
furent emparaffinées selon les méthodes courantes et coupées a 
4 u. Les préparations microscopiques, après déparaffinage, furent 
lavées pendant une heure dans une solution d’acide trichloracétique 
5% à 0° C, puis lavées dans de l’alcool à 50° et alors desséchées. 
Elles furent recouvertes de l’émulsion G-5 (Ilford) selon la méthode 
de Ficq (1955). Après des temps d'exposition variés, les autoradio- 
graphies furent développées selon la même méthode et puis colorées 
avec l’hématoxyline de Delafield, acidifiée par 1% d’acide acétique. 
Après différenciation dans l’acide acétique à 1%, la gélatine se 
colorait faiblement et la coloration des cellules pouvait surtout être 
attribuée à leur contenu en acides nucléiques. Toutes les photos 
furent prises avec un filtre rouge pour mieux faire ressortir les 
grains d'argent. 
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Au cours de cet exposé, je parlerai de la radioactivité des régions 
cellulaires ou de leur marquage, en sous-entendant que c'étaient les 
grains d'argent réduit que l’on observait. J’assumerai aussi que la 
radioactivité des cellules dans ces préparations est due aux subs- 
tances non dissoutes par les processus de fixation et de lavage, 
supposées être les acides nucléiques ou les protéines, selon le type 
du précurseur. 


DISCUSSION DES RÉSULTATS 


I — Le rôle des chromosomes et du nucléole dans la formation de l'ARN 


Chez Drosophila, les glandes salivaires présentent de gros 
nucléoles qui se prêtent bien à l'étude de la formation de PARN 
par autoradiographie. Afin de trouver où se forme PARN en pre- 
mier lieu, il nous a fallu étudier le taux d’incorporation des précur- 
seurs radioactifs aussi rapidement que possible après leur adminis- 
tration. 


Prorail 


Glande salivaire de Drosophila mela- 
nogaster, incubée dans H? uridine pour 
1 min. ARN radioactif dans les nucléoles 
et dans les chromosomes. La coupe 
passe à travers łes nucléoles dans deux 
cellules à droite et une cellule à gauche; 
dans les autres cellules, la coupe passe 
à travers la partie chromosomique 
seulement. (1 mois) * 500 X. 


* Le temps d’exposition des auto- 
radiographies est indiqué enre paren- 
thèses à la fin des légendes des figures. 





Trois éventualités pouvaient se présenter. Si la formation de 
PARN était indépendante dans les deux parties du noyau, la 
radioactivité augmenterait dans les deux parties à un taux constant. 
Si les chromosomes synthétisaient l'ARN et la transmettaient au 
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nucléole, la radioactivité apparaitrait d’abord dans les chromosomes 
et y augmenterait plus vite au commencement. Enfin la radio- 
activité des nucléoles pourrait dépasser celle des chromosomes. 
Mais si au contraire, le nucléole produisait PARN et le fournissait 
aux chromosomes, la situation serait inverse. 

La glande salivaire de la larve de Drosophila (âgée de 4 jours) 
fraichement disséquée, fut incubée dans une solution contenant de 
l’uridine tritiée, pendant 15 secondes, 2 minutes, 4 minutes et des 
périodes plus longues, puis, immédiatement après l’incubation, 
plongée dans le fixateur: des autoradiographies furent alors réa- 
lisées selon la méthode décrite. Comme bien peu de radioactivité 
pouvait être incorporée dans une période si courte, 1l était nécessaire 
d'exposer les préparations couvertes avec l’émulsion photogra- 
phique pendant 4 mois, pour pouvoir déceler la radioactivité. 

Dans toutes les préparations, même dans les expériences de 
15 secondes, les chromosomes et les nucléoles étaient marqués. 
ces derniers toujours plus fortement (fig. 1). Pour rendre ces résultats 
plus quantitatifs, le nombre de grains d'argent fut compté au- 
dessus de la partie du noyau en dehors du nucléole et au-dessus du 
nucléole. Pour pouvoir étudier les résultats, ıl nous suffit de con- 
naître le taux relatif d’incorporation des précurseurs dans les deux 
parties du noyau, et il n’est pas nécessaire de calculer leur radio- 
activité totale. Comme il est difficile d’éviter des erreurs dans le 
comptage, les résultats présentés dans le tableau II doivent être 
considérés seulement comme approximatifs. Les expériences 
indiquent cependant que PARN s'était formé indépendamment 
dans le nucléole et dans les chromosomes et permettent d’exclure 
la possibilité que PARN nucléolaire ait son origine dans les chro- 
mosomes. 

Des expériences semblables ont été faites avec les ovocytes de 
Blatella qui possèdent un grand nucléole. Or ces ovocytes n’incor- 
porent pas l’uridine aussi vite que les cellules de Drosophila. Pour 
une durée de 4 minutes d’incubation, c’est à peine si on pouvait 
déceler une trace de radioactivité même après avoir exposé les 
autoradiogrammes pendant 4 mois. Pour une durée de 16 minutes 
(fig. 2), les chromosomes se chargeaient distinctement de radio- 
activité. On pouvait deviner les chromosomes plumeux par leur 
marquage, alors que la radioactivité du nucléoplasme était moins 
prononcée. Pour une durée d’une heure (fig. 3) les chromosomes et 
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le nucléoplasme devenaient bien marqués. Les nucléoles étaient 
marqués sur leur périphérie seulement, les grains d’argent formant 
souvent des amas distincts. En 4 heures (fig. 4), les grains d’argent 
étaient uniformément répartis sur le noyau, et, le nucléole était 
devenu radioactif dans son intérieur même. Les amas imitiaux 
devenaient moins distincts et le nucléole tout entier était plus 
fortement radioactif que le reste du noyau. 


TABLEAU Íl 


Incorporation de H* uridine dans l'ARN par les noyaux des glandes 
saliwaires de Drosophila melanogaster. Le nombre des grains d'argent 
au-dessus de la partie chromosomique du noyau et au-dessus du nucléole fut 
compté. Le nombre a été recalculé pour un jour d'exposition de lauto- 
radiographie. Les figures présentent la moyenne de dix comptages. 





Temps d’incubtion Chromosomes Nucléole Chr.: nucl. 
15 sec 1,24 2,86 0.43 
2 min 14,0 29,6 0:55 
4 min 54,2 117,0 0.47 
Surface 
des organites: | 168 V? 72 pZ 








Ces expériences démontrent, premièrement qu’il se forme de 
PARN à la fois dans les chromosomes et dans le nucléole et que ces 
deux processus sont indépendants (à moins qu'il y ait un dépla- 
cement très rapide de PARN néo-formé); deuxièmement que le 
nucléoplasme se charge d’ARN provenant de ces deux organites et 
troisièmement que la formation de PARN a lieu sur la surface du 
nucléole. Comme la surface des nucléoles contient de la chromatine 
(chromatine associée aux nucléoles), décelable par la réaction de 
Feulgen, il est probable que cette chromatine synthétise PARN du 
nucléole. Ces résultats sont en accord avec les observations de 
SIRLIN (1960) et de PELLING (1959) sur les moustiques, qui indi- 
quaient que PARN se formait à la surface du nucléole d’où il 
émigrait vers son intérieur, ainsi qu’avec les observations sur le 
grillon (FAVARD-SÉRÉNO, Durand 1963). Sil arrivait toutefois 
de trouver que PARN se forme à l’intérieur même du nucléole, 
cette formation peut toujours être attribuée à PADN, puisque 
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certains nucléoles contiennent des filaments d'ADN dans leur 
substance (BERNHARD, communication personnelle). 

On a récemment montré dans plusieurs publications, que l’acti- 
nomycine D inhibait la formation de PARN (Rercu etc. 1962). 
J’ai utilisé cette substance sur les cellules des Insectes avec l'espoir 
qu’elle supprimerait spécifiquement la formation d’ARN messager. 
J’incubais des ovocytes de Blatella dans différentes concentrations 
d’actinomycine D en présence d’uridine tritiée. Contrairement a 
mes prévisions, l’actinomycine n’inhiba pas complètement la 
formation d’ARN. A des doses faibles (1 à 5 ug/ml), Pinhibition 
était trés prononcée dans le nucléole et bien moins évidente dans le 
reste du noyau. Apres 1 ou 4 heures d’incubation (fig. 5) il était 
possible d’obtenir des autoradiographies d’ovocytes présentant 
des nucléoles dépourvus de radioactivité, alors que les chromosomes 
étaient encore bien marqués. L’inhibition devenait plus générale 
avec des doses plus fortes quoiqu'il était toujours possible de trouver 
des vestiges d'activité dans les régions chromosomiques. 

Les nucléoles offraient des signes de dégénérescence: forme 
arrondie, coloration basophile moins forte et perte des structures 
internes. Souvent la substance basophile apparaissait sous forme 
de petites gouttelettes dans le nucléole. 

On peut conclure à partir de ces expériences que l'effet de 
lactinomycine D sur les chromosomes est différent de son effet 
sur les nucléoles, ces derniers étant bien plus sensibles. De même, 
il a été remarqué que, dans le cas des cultures de tissus de mammi- 
féres, les nucléoles de leurs cellules sont inhibés par des concentra- 
tions plus basses d’actinomycine que le reste du noyau (PERRY 
1963). Cela confirme nos déductions antérieures selon lesquelles la 
production d’ARN dans le nucléole et dans les chromosomes est 
due à deux processus indépendants. 

L’étude des différents tissus de Blatella sous l’action de l'acti- 
nomycine a montré qu’il n’existait pas seulement des différences de 
sensibilité entre les chromosomes et les nucléoles, mais aussi dans 
le cas des diverses cellules elles-mêmes. Ainsi les ovocytes Jeunes. 
correspondant au stade III de Bonhag (1959), étaient moins 
sensibles que les ovocytes plus grands. Les glandes collétériales 
aussi cessent de former de PARN seulement avec des concentrations 
plus grandes (>20 ug/ml) d’actinomycine. Il nous faut done être 
prudent avant de généraliser l’action inhibitrice de l'actinomyeine D 
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sur la formation de PARN et avant d'utiliser cette substance sans 
discrimination pour des études du rôle de PARN dans le métabo- 
lisme des différents tissus. 


II — La formation de PARN dans le noyau et son transport 
dans le cytoplasme 


Quand on transplante les ovaires de Drosophila dans une solution 
physiologique contenant H? uridine, PARN du noyau des cellules 
nourricières devient radioactif en moins d’une minute. La radio- 
activité du noyau augmente avec le temps (fig. 6) et au bout de 
16 minutes 1l est possible de déceler la radioactivité dans le cyto- 
plasme (fig. 7). Au bout d’une heure, l’activité cytoplasmique est 
bien prononcée et en quatre heures, les cellules nourricières sont 
lourdement chargées de radioactivité et la substance radioactive 
pénètre dans les ovocytes. Les noyaux des cellules nourricières 
montrent, sur les coupes microscopiques, toujours plus de radio- 
activité que le cytoplasme. Au bout de quatre heures, plusieurs 
ovarioles explantés offrent des signes de dégénérescence, mais il 
nous fut impossible de prolonger l'expérience plus longtemps 
faute d’un milieu de culture plus approprié. 

La substance nucléolaire des cellules nourricières se divise en 
des petits amas distincts, englobés dans la matière chromatique. 
Il est ainsi difficile de distinguer entre la radioactivité qui provient 
du nucléole et celle qui provient des chromosomes. Dans toutes les 
expériences citées, les amas nucléolaires étaient plus radioactifs que 
le nucléoplasme qui les séparait. 

Après l'injection de l’uridine tritiée dans la mouche domestique, 
les résultats étaient qualitativement similaires au cours des pre- 
mières heures. Au bout de quatre heures, le cytoplasme des cellules 
nourricières devenait notablement radioactif et la substance radio- 
active pénétrait dans les ovocytes. Cependant, les noyaux des 
cellules nourricières perdaient leur radioactivité et devenaient 
beaucoup moins marqués que le cytoplasme (fig. 8). Tout se passait 
comme si l’uridine injectée disparaissait, comme si PARN radioactif 
des noyaux était déversé dans le cytoplasme et comme si leur 
nouvel ARN était synthétisé à partir d’uridine non marquée, 
élaborée dans la mouche même. Une observation similaire a été 
faite par Bier (1963) sur Musca domestica. 
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Mon assistant, M. WEBER, a fait l'analyse des jus du corps de la 
mouche après l'injection de l’uridine radioactive et il a pu constater 
qu’effectivement toute uridine était éliminée dans la première 
heure après l'injection. La majeure partie de la radioactivité 
pouvait se trouver dans le gaz carbonique expiré. Les processus 
chimiques qui interviennent dans la dégradation de l’uridine injectée 
seraient intéressants à étudier. 

Chez Drosophila, seules les cellules nourricières et les cellules 
folliculaires produisent PARN dans les ovarioles et le noyau des 
ovocytes n’incorpore pas de radioactivité. Tout PARN cytoplas- 
mique des ovocytes a son origine dans les cellules nourricières. 
Cependant, on a pu mettre en évidence par un examen plus précis, 
que quelques grains d’argent apparaissent près de la tache chro- 
matique des noyaux d’ovocytes (fig. 9). Il se peut donc que ces 
noyaux produisent une très petite partie de PARN qui n’est pas 
destiné à être transmis au cytoplasme. 

Chez les moustiques Simulium, après l'injection de H? uridine, 
les noyaux des ovaires deviennent fortement radioactifs au bout 
de quatre minutes (fig. 10) et la radioactivité augmente pendant 
la première heure. Au bout d’une heure (fig. 11), la radioactivité 
peut être décelée dans le cytoplasme et au bout de quatre heures 
(fig. 12), comme chez Drosophile, le cytoplasme devient plus radio- 
actif que le noyau, qui, lui, perd sa radioactivité. 

I] existe cependant une différence importante entre Drosophila 
et Simulium: alors que les noyaux ovocytaires de la première ne 
sont pas capables d’incorporer l’uridine, ceux de Simulium sont 
aussi actifs dans la production de PARN que les noyaux des cellules 
nourricières. A des stades plus avancés de la croissance des ovocytes, 
il est impossible d'observer la transmission de la substance radio- 
active des cellules nourricières vers l’ovocyte, comme c’est le cas 
pour Drosophila et pour la mouche. Il semble que les ovocytes 
produisent leur propre ARN. 

L’aptitude des ovocytes de Simulium à produire PARN doit être 
considéré comme un état primitif dans l'évolution de l'ovaire 
contenant les cellules nourricières (ovaire méroistique). H est donc 
intéressant de rencontrer ce caractère chez un Nématocère (Simu- 
lium), appartenant à un sous-ordre plus primitif que celui des 
Brachycères (Drosophila, Musca). Des expériences préalables 
dans d’autres ordres d'insectes montrèrent que chez les Lépi- 
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doptères (Galleria melonella) l'ovaire est du type Drosophila: les 
noyaux des ovocytes ne synthétisent pas PARN. 

Les noyaux des ovocytes de Simulium présentent dans leurs 
jeunes stades de gros nucléoles et ce sont surtout eux qui deve- 
naient radioactifs après administration d’H® uridine. A des stades 
plus avancés, les nucléoles se fragmentaient en petits grains et il 
s'avérait impossible de distinguer entre leur radioactivité et celle 
du nucléoplasme. Dans ces cellules, les chromosomes ne pouvaient 
se déceler par la réaction de Feulgen et 1l était impossible de dire 
si la radioactivité des nucléoles prenait naissance dans l'ADN des 
chromosomes. Ces noyaux contiennent cependant un granule qui 
répond à la réaction de Feulgen et qui n’est pas la chromatine 
des chromosomes, mais, d’après Lima DE Faria (1962) qui la 
étudiée chez Tipula, une chromatine métabolique en voie d’élimi- 
nation du noyau. Íl s’est avéré impossible de démontrer la formation 
de PARN près de ce granule, et au contraire dans les noyaux bien 
chargés d ARN radioactif, le granule restait non marqué (fig. 13). 
Cette observation confirme la nature non-chromosomique de cette 
substance Feulgen-positive. 

L’ARN des glandes séricigènes de Malacosoma se comporte 
de la même façon que PARN étudié chez les Diptères. Dans les 
premières minutes après l'injection de H? uridine, le noyau seul 
était radioactif (fig. 14). Au bout de quatre heures, la radioactivité 
du cytoplasme augmentait tellement qu'il était impossible de 
distinguer le noyau par une radioactivité supérieure (fig. 15). En 
vingt-quatre heures le noyau perdait la majeure partie de sa 
radio-activité, alors que le cytoplasme la conservait (fig. 17). 
En culture, l’uridine n’était pas détruite et le noyau continua 
à l’incorporer restant ainsi plus radioactif que le cytoplasme 
(fig. 16). 

L'ensemble de ces expériences démontrent une fois de plus que 
c’est le noyau qui le premier élabore PARN radioactif, après admı- 
nistration de H? uridine. On peut expliquer l’apparition tardive 
de PARN radioactif dans le cytoplasme si l’on admet qu’il est pro- 
duit dans le noyau et a besoin d’un certain temps pour passer dans 
le cytoplasme. Dans le cas des ovocytes des ovaires méroistiques 
dont le noyau ne produit pas d’ARN, il est évident qu’il n’y a pas de 
synthèse d'ARN dans le cytoplasme et que tout ARN a son origine 
dans les cellules nourricières. L'observation de la destruction rapide 
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de l’uridine injectée facilitera des recherches sur le transfert de 
PARN du noyau au cytoplasme. 


Ill — Rôle du noyau et du cytoplasme dans la formation des protéines 


Dans les cellules de Drosophila, les acides aminés sont incorporés 
dans les protéines par le cytoplasme avant de l'être par le noyau 
(ZALOKAR 1960b). Après injection d'H? leucine dans les larves. 
les noyaux des cellules des glandes salivaires ne se chargent pas de 
radioactivité pendant les premières minutes écoulées. Après quatre 
minutes, la radioactivité est plus forte dans le nucléole que dans la 
partie chromosomique (fig. 18). Aprés seize minutes, le noyau 
devient uniformément radioactif et sa radioactivité est aussi forte 
que celle du cytoplasme. Chez d’autres insectes, le cytoplasme se 
charge de radioactivité avant le noyau, quoique le noyau finisse 
par devenir aussi radioactif que le cytoplasme. 

Ces observations peuvent être expliquées soit par une péné- 
tration tardive des précurseurs radioactifs dans le noyau, soit par 
la présence d’un réservoir (« pool») d’acides aminés dans le noyau, 
diluant effectivement la radioactivité du précurseur au commen- 
cement de l'expérience, soit, enfin, par le fait que les protéines du 
noyau aient pu être produites dans le cytoplasme et pénètrent 
après un certain temps dans le noyau. Il n’est pas possible, par la 
méthode d’autoradiographie, de choisir entre ces possibilités. 
Au mieux l'apparition précoce de la radioactivité dans le nucléole 
indique que cet organite est engagé dans la formation des protéines 
du noyau. On sait que les noyaux sont capables de synthétiser au 
moins une partie de leurs propres protéines, mais que les protéines 
peuvent aussi pénétrer dans le noyau à partir du cytoplasme. 
Rappelons seulement la protéine mystérieuse de PRESCOTT et 
BENDER (1963) et de GOLDSTEIN (Byers etc. 1963), capable de se 
mouvoir entre le noyau et le cytoplasme. 

Le heu d’élaboration des protéines cytoplasmiques semble étre 
plus facile 4 étudier. Les expériences mentionnées démontrent que 
les protéines sont élaborées dans le cytoplasme immédiatement 
après l'administration de l'acide aminé radioactif. Mais est-il 
possible que PARN produit dans le noyau, commence à fonctionner 
avant d’être transféré dans le cytoplasme? Une étude déjà ancienne 
sur la cytologie des glandes séricigènes de Bombyx (GILson 1590) 
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indiquait que la soie s’élaborait dans les noyaux mêmes. J’ai étudié 
la production de la soie chez la chenille de Malacosoma. Expérimen- 
talement, cette chenille présente un gros avantage puisqu’elle 
produit de la soie sans interruption depuis sa naissance et qu’il est 
ainsi possible d'utiliser des animaux très petits pour l'injection de 
précurseurs à radioactivité spécifique très élevée. Les glandes sérici- 
gènes produisent PARN à un taux élevé et, quelques minutes après 
l’injection de l’uridine tritiée, les noyaux sont fortement radio- 
actifs (fig. 14). Après seize minutes, PARN apparaît dans le cyto- 
plasme. H? glycine se prête très bien au marquage de la soie, puisque 
la soie se compose d’à peu près 45% de cet acide aminé. On peut 
espérer que la radioactivité dans la soie sera 5 à 10 fois supérieure 
à celle d’autres protéines, contenant moins de 10% de glycine. 
Indépendamment, le taux de production de la soie est tel que c’est 
à cette dernière qu'il est permis d’attribuer la majeure partie de la 
radioactivité incorporée dans les protéines. Quand on traite les 
glandes séricigènes a H? glycine, la soie est produite dans le cyto- 
plasme seulement. Même après une heure d’incubation, le noyau 
demeure presqu'entièrement dépourvu de radioactivité (fig. 19). 
D’autre part, en utilisant H? leucine qui se trouve en proportion 
négligeable dans la soie, les noyaux se marquent aussi fortement 
que le cytoplasme, après une heure (fig. 20). 

Or, il est possible que l’observation déjà ancienne faite sur 
Bombyx soit toujours vraie. RAMENSKAYA (1962) a démontré, par 
autoradiographie, que la soie était produite dans les noyaux de 
Bombyx. On peut chercher a expliquer la raison de cette différence 
entre les deux genres de chenilles par le fait que la production de la 
soie est continue chez Malacosoma, alors que chez Bombyz elle est 
seulement produite après la dernière mue larvaire. Il se peut que 
toutes les ressources de la cellule soient utilisées alors dans le seul 
but de produire la quantité de soie nécessaire au tissage du cocon. 

Les glandes séricigènes conviennent bien à l’étude du rôle de 
mARN dans la production des protéines. L'administration de 
l’actinomycine D, à concentration de 20 ug/ml, arrête complètement 
la formation de PARN dans les glandes séricigènes de Malacosoma 
(fig. 21). Quand on incube pendant une heure dans de la glycine 
radioactive, des glandes chez lesquelles la formation de PARN a été 
interrompue depuis quatre heures au moyen d’actinomycine, la 
glycine est incorporée. La soie radioactive est même excrétée dans le 
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réservoir de la glande, où elle forme, à la surface, une couche radio- 
active de soie en réserve (fig. 22). Il n’existe pas de différence 
apparente entre les glandes témoins (fig. 23) et celles traitées avec 
l’actinomycine. Après vingt-quatre heures la formation de la soie 
continue toujours, mais il est possible de noter une réduction de la 
basophilie du cytoplasme des glandes. L’arrét de la production 
de PARN n’a donc pas affecté l’activité de PARN existant. LARN 
messager peut alors fonctionner dans le cytoplasme pendant au 
moins quatre heures: il n’est donc pas aussi instable que celui des 
bactéries. 


CONCLUSIONS ET RÉSUMÉ 


La théorie concernant la fonction des gènes, résumée par la 
formule ADN — ARN — protéines, exige que PARN soit produit 
dans les noyaux et particulièrement dans les chromosomes, puis 
libéré dans le cytoplasme. J’ai essayé ici d'apporter à cette théorie 
quelques preuves cytologiques, en étudiant la localisation de la 
formation de PARN et des protéines dans les cellules des Insectes, 
par le moyen de l’autoradiographie. 

Après l'administration des précurseurs radioactifs (H? uridine) 
les chromosomes et les nucléoles de la glande salivaire de Drosophila 
et des ovocytes de Blatella se chargent simultanément d’ARN radio- 
actif. L’actinomycine D inhibe la production de PARN à des concen- 
trations plus basses pour les nucléoles que pour les chromosomes. 
La production de PARN dans les nucléoles est donc indépendante 
de celle des chromosomes. Puisque PARN nucléolaire est produit, 
chez Blatella, près de la chromatine associée aux nucléoles, sa pro- 
duction dépend probablement toujours de l'ADN. Si les nucléoles 
apparaissent toujours plus radioactifs que le reste du noyau, c’est 
parce qu'ils produisent PARN à un taux plus élevé que les chromo- 
somes et l’accumulent en concentration plus grande. 

Dans toutes les cellules des Insectes étudiés, les noyaux se 
chargent d’ARN radioactif bien avant le cytoplasme. Chez la 
mouche et chez la chenille de Malacosoma, l'uridine injectée se 
détruit rapidement par catabolisme, ce qui permet de suivre l'évolu- 
tion de l'ARN produit dans le noyau après la disparition du pré- 
curseur externe. Après quatre à six heures, les noyaux perdent de 
leur radioactivité, alors que le cytoplasme continue a s'en charger. 


250 M. ZALOKAR 


Ces faits indiquent que l ARN cytoplasmique doit avoir son origine 
dans le noyau. Des expériences quantitatives, difficiles à réaliser 
par la méthode d’autoradiographie, seront nécessaires pour prouver 
d’une façon définitive que tout PARN cytoplasmique a été synthé- 
tisé dans les noyaux. Le cytoplasme des ovocytes de Drosophila 
n’est certainement pas capable de synthétiser l'ARN, puisqu'il est 
évident que tout son ARN lui est apporté par les cellules nourri- 
cières. Le noyau de l’ovocyte peut seulement produire une quantité 
minime dARN. De même, les ovocytes des ovaires méroistiques 
des Lépidoptères (Galleria) ne produisent pas d’ARN. D'autre part, 
l'ovaire méroistique d’une Nématocère, Simulium, possède des 
ovocytes dont les noyaux sont aussi actifs dans la formation de 
PARN que ceux des cellules nourricières. 

Après l’administration des acides aminés radioactifs, le cyto- 
plasme est le premier à se charger de protéines radioactives. Dans 
toutes les cellules étudiées, le noyau devient radioactif après un 
délai de quelques minutes et c’est dans le nucléole que la radio- 
activité est d’abord la plus grande. Ces expériences prouvent que le 
cytoplasme est le leu primaire de la synthèse des protéines et que 
les protéines du noyau sont probablement synthétisées dans le 
nucléole et en partie au moins, dans le cytoplasme. Chez Malaco- 
soma, la soie est produite dans le cytoplasme et non dans les noyaux, 
indiquant que PARN responsable de sa production est actif seu- 
lement dans le cytoplasme. Quand, dans les glandes séricigénes, 
la formation de PARN est totalement inhibée par l’actinomycine D 
pendant quatre heures, la soie continue à se produire. Si un ARN 
messager est nécessaire à la production de la soie, 1l devrait être 
relativement stable, contrairement à PARN messager instable des 
bactéries. 
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PLANCHE I 


DCE? 


Ovocytes de Blatella germanica, incubés dans H? uridine pour 15 min. On voit 
les grains d’argent groupés au dessus des chromosomes plumeux. 
| (4 mois) 500 x. 


Fıc. 3 


Ovocytes de Blatella germanica incubés dans H? uridine pendant une heure. 
On peut distinguer les amas radioactifs près de la surface du nucléole. 
(12 jours) 500 x. 


Fic. 4 


Ovocytes de Blatella germanica incubés dans H? uridine pour 4 heures. 
Le nucléole est uniformément marqué et plus radioactif que le nucléoplasme. 
(7 jours) 500 x. 


PIG. 5 


Ovocytes de Blatella germanica incubé dans H? uridine et actinomycine D 
(5 ug/ml) pendant 4 heures. Le nucléole est presque dépourvu de radioactivité. 
(7 jours) 500 x. 


PLANCHE II 


Frc. 6 


Ovaire de Drosophila melanogaster incubé dans H? uridine pendant 4 min. 

L’ARN radioactif est trouvé seulement dans les noyaux des cellules nourri- 

cières et foliculaires. Noyau de l’ovocyte, peu coloré, sans radioactivité. 
(30 jours) 200 x. 


Fie. 7 


Ovaire de Drosophila melanogaster injectée avec H? uridine depuis 16 min. 
L’ARN radioactive apparaît dans le cytoplasme des cellules nourricières. 
(17 jours) 200 X. 


Fic. 8 


Ovaire de Drosophila melanogaster injectée avec H? uridine depuis 4 heures. 
L’ARN radioactif pénètre dans l’ovocyte. Les noyaux sont en train de perdre 
leur radioactivité. (7 jours) 200 X. 


Fie. 9 


Le noyau d’un ovocyte de Drosophila (même que fig. 7) montrant quelques 
grains d’argent au-dessus du granule chromatique (flèche). 
(17 jours) 500 x. 
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PLANCHE III 


Fic. 10 
Ovaire de Simulium vitattum injecté avec H? uridine depuis 4 min. Les noyaux 
des ovocytes chargés de PARN radioactif. (30 jours) 500 x. 
Fıc. 14 
Ovaire de Simulium injecté avec H? uridine depuis une heure. Les noyaux 
et le cytoplasme chargés de PARN radioactif. (30 jours) 500 x. 
Fig. 12 


Ovaire de Simulium injecté avec H? uridine depuis 4 heures. Les noyaux sont. 
en train de perdre leur radioactivité, le cytoplasme est radioactif. 
(3 jours) 500 x. 
MiGs T3 


Le noyau d’une ovocyte de Simulium, injecté avec H’ cytidine depuis 4 min, 
montrant l’absence de radioactivité au-dessus du granule Feulgen-positif 
situé près de sa surface. (30 jours) 500 X. 


PLANCHE IV 


Fie. 14 
Glande séricigène de Malacosoma americana, injectée avec H? uridine depuis. 
4 min. L’ARN des noyaux seul est radioactif. (30 jours) 200 x. 
Fie. 15 
Glande séricigène de Malacosoma americana, injectée avec H3 uridine depuis 
4 heures. Le cytoplasme est aussi fortement radioactif que les noyaux. 
(30 jours) 200 x. 
Fic. 16 
Glande séricigène de Malacosoma americana, incubée dans H? uridine depuis 
4 heures. Les noyaux sont plus marqués que le cytoplasme. (3 jours) 200 x. 
Fie. 17 


Glande séricigène de Malacosoma americana injectée avec H? uridine depuis 
24 heures. L’ARN est en train de disparaître des noyaux. (30 jours) 200 x. 


PLANCHE V 


Fıc. 18 


Glande salivaire d’une larve de Drosophila melanogaster, injectée avec H? leucine 
pour 4 min. La radioactivité des nucléoles est plus forte que celle du reste du 
noyau. Le cytoplasme est fortement radioactif. (2 jours) 500 x. 
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Fic. 19 


Glande séricigène de Malacosoma americana incubée dans H? glycine pendant 
une heure. Les noyaux sont presque dépourvus de radioactivité. La soie 
radioactive s’accumule à la surface du réservoir. (4 jours) 200 x. 


Fie. 20 


Glande séricigène de Malacosoma americana incubée dans H? leucine pendant 
1 heure. Les noyaux sont aussi radioactifs que le cytoplasme. En comparant 
cette figure avec la précédente, il faut se rendre compte que la radioactivité 
spécifique de la leucine était dix fois plus grande que celle de la glycine. 
(3 jours) 200 x. 


PLANCHE VI 


Fre. 21 


Glande séricigène de Malacosoma sp. incubee dans H? uridine et actinomycine D 
(20 ug/ml) pendant 4 heures. La production de l’ARN est presque comple- 
tement inhibée (à comparer avec fig. 16). (3 jours) 500 x. 


rig. 22 


Glande séricigéne de Malacosoma sp. incubée dans actinomycine D (20 ug/ml) 
pendant 4 heures et après, dans H? glycine pendant 1 heure. La synthèse et la 
sécrétion de la soie continuent (à comparer avec fig. 23). (3 jours) 500 x. 


Ric. 25 


Glande séricigène de Malacosoma sp. incubée dans la solution physiologique 
pendant 4 heures, et après, dans H? glycine pendant une heure. (3 jours) 500 x. 


